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第 1章 シガレット煙抽出液曝露による遺伝子発現変動の検討 
 第 1 章では、シガレット煙抽出液の急性曝露により活性化される転写経路ならびに転写因
子を探索することを目的として、異なる 3 種類の試験シガレット (100%黄色種を用いた
flue-cured cigarette: FC、100%バーレー種を用いた burley cigarette: BLYおよび研究用シガレッ
トとして市販されている 2R4F を改変した m2R4F) の煙を捕集し DMSO 抽出した試験溶液 
(cigarette smoke extract, CSE) をヒト気道上皮細胞株  (NCI-H292細胞) にそれぞれ曝露し、網
羅的遺伝子発現解析を行った。CSE 曝露により発現変動した遺伝子およびシグナル伝達経路 





Table 1 Transcription factors selected from the results of gene expression analysis in NCI-H292 cells.  
Transcription factors Response elements 
cyclic AMP response element binding protein (CREB) cyclic AMP response element (CRE) 
nuclear factor-kappa B  (NF-κB) NF-κB response element (NF-κB-RE) 
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2) anti-oxidant response element (ARE) 
activating transcription factor 6 (ATF6) ATF6 response element (ATF6-RE) 
heat shock factor (HSF) heat shock response element (HSE) 
hypoxia-inducible factor 1 (HIF1) hypoxia response element (HRE) 
aryl hydrocarbon receptor (AhR) xenobiotic response element (XRE) 
activator protein 1 (AP-1) AP-1 response element (AP-1-RE) 
signal transducer and activator of transcription (STAT) 1/2 interferon-stimulated response element (ISRE) 
STAT 3 sis-inducible element (SIE) 
 
第 2 章 シガレット煙抽出液の急性曝露による転写因子活性化の検討 
 第 2章では、第 1章において CSE曝露で発現変動した遺伝子群の結果から選定した 10種




することに重きを置き、捕集したシガレット煙を DMSO抽出した CSE (DMSOの終濃度 2%) 
を用いて検討を行ったが、本章においては、終濃度 2%の DMSO がルシフェラーゼアッセイ
に影響を与えることが明らかとなったため、リン酸緩衝液を抽出溶媒とした試験溶液 
(aqueous cigarette smoke extract, AqCSE) を用いて検討した。AqCSEを曝露させルシフェラー
ゼアッセイを行った結果、両細胞において、転写因子 nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 
(NRF2) の応答配列である anti-oxidant response element (ARE) を有するレポーターが最も著
しい反応を示した (Fig. 1 (A)) 。一方、炎症性遺伝子の発現を制御する nuclear factor-kappa B 
(NF-κB) 経路にも着目したが、両細胞において AqCSE 曝露による NF-κB 経路の活性化は認





Fig. 1 Results of (A) ARE and (B) NF-κB-RE reporter assays in BEAS-2B and NCI-H292 cells. Cells were 
exposed to AqCSE for 5 h and lysed for luciferase detection. Luciferase activity is expressed as the fold change 
relative to the solvent control (SC). Values are means plus standard errors (n = 3). Values that are significantly 
different from that of the SC (*p < 0.05; **p < 0.01) by Dunnett’s test are indicated. 
 
第 3章 NRF2/ARE評価系を用いたシガレット煙中成分の評価 
 第 3章では、第 2章で構築した NRF2/ARE経路の活性化を指標とした評価系 (BEAS-2B細
胞) を用いて、転写因子 NRF2 の活性化を誘導するシガレット煙中成分の探索を試みた。検
討 可 能 で あ っ た 1395 種 の シ ガ レ ッ ト 煙 中 成 分 の 影 響 を 検 討 し た 結 果 、
9,10-phenanthrene¬quinone (9,10-PQ) が最も高い NRF2の転写活性を示した (Fig. 2 (A)) 。さら
に、9,10-PQ は肺胞上皮由来細胞株である A549 細胞において、Ca2+透過性のカチオンチャネ
ルの一種である transient receptor 
potential cation channel, subfamily A, 
member 1 (TRAP1) の活性化を介し
て細胞内生理機能に悪影響を与える
可能性が示唆された (Fig. 2 (B)) 。








Fig.2 (A) Chemical structure of 9,10-phenanthrenequinone 
(9,10-PQ) and result of ARE-reporter assay in BEAS-2B cells 
exposed to 9,10-PQ. Tert-butylhydroquinone  (tBHQ, 10 μM) 
was exposed to cells as a positive control. (B) Ca2+ response in 
A549 cells to 9,10-PQ (10 μmol/l) in the presence or absence of  





第 4章  三次元培養モデルによる転写因子活性化の評価 




が強く活性化することが示され (Fig. 3 (A)) 、NRF2を指標とした単層培養細胞を用いた評価
系の妥当性が示唆された。また、単層培養系と同様に、三次元培養系においても AqCSE曝露












Fig. 3 Transcription factor protein expression in 3D-cultured HBECs. (A) NRF2, (B) phosphorylated and 
total-p65 (NF-κB), and (C) c-Jun (AP-1) protein expression were measured in whole cell lysates of HBECs 
following 6 h exposure to AqCSE at 250, 500 or 750 μg/ml (Low, Middle or High) or 10 ng/ml tumor necrosis 
factor alpha (TNF-α) as a positive control for p65 expression. GAPDH protein expression was measured as an 
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探索することを目的として、異なる 3 種類の試験シガレットの煙を捕集し dimethyl sulfoxide 
(DMSO) で抽出した試験溶液  (cigarette smoke extract, CSE) をヒト気道上皮細胞株  
(NCI-H292 細胞) にそれぞれ曝露し、網羅的遺伝子発現解析およびシグナル伝達経路 (パスウェ
イ) の解析を行った。その結果、3 種類の試験シガレットに共通して酸化ストレス、炎症、DNA
損傷、異物代謝などに関わる遺伝子群の発現ならびにパスウェイが有意に変動することを明らか
にし、さらに CSEの急性曝露により活性化される可能性の高い転写因子を 10種類選定した。 
第 2 章では、第 1 章で選定した 10 種類の転写因子に応答してルシフェラーゼ発光を示すベク
ターを構築し、ヒト気管支上皮細胞株である BEAS-2B細胞およびNCI-H292細胞に安定的に発
現させた。リン酸緩衝液をシガレット煙の抽出溶媒とした試験溶液 (aqueous cigarette smoke 
extract, AqCSE) を曝露させルシフェラーゼアッセイを行った結果、両細胞において、転写因子
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2) の応答配列である anti-oxidant response 
element (ARE) を有するレポーターが最も著しい反応を示すことを見出した。したがって、検討
した中でNRF2はAqCSEに対して最も反応性の高い鋭敏な転写因子であることを明らかにした。 
第 3 章では、第 2章で構築した NRF2/ARE 経路の活性化を指標とした評価系を用いて、転写
因子 NRF2の活性化を誘導するシガレット煙中成分の探索を試みた。検討可能であった 1395種




第 4 章では、より in vivo に近似した三次元培養系をヒト初代気管支上皮細胞 (human 
bronchial epithelial cells, HBECs) を用いて構築し、AqCSE曝露に対する転写因子の応答につ
いて検討を行い、第 2 章で構築した単層培養細胞を用いた評価系との比較および三次元培養細胞
を用いた評価系の優位性について検討した。三次元培養HBECsにおいても、AqCSEへの急性曝
露に対して NRF2/ARE 経路が強く活性化することが示され、NRF2 を指標とした単層培養細胞
を用いた評価系の妥当性が確認された。また、三次元培養系は単層培養系と比べてより in vivo
への予測性が高くなると考えられることやシガレットから発生させた煙を直接気管支上皮細胞に
反復曝露させることも可能であることから、本評価系の有用性も高いことが示唆される。 
以上、本論文はシガレット煙抽出液曝露に対して鋭敏に応答する NRF2/ARE 経路の活性化を
指標とした単層培養細胞を用いた評価系が、呼吸器上皮細胞に対して急性影響を与える有害成分
の特定並びにシガレット煙の有害性評価に有用であることを示した。加えて本研究で構築した三
次元培養細胞を用いた評価手法の有用性並びに発展性が示唆された。今後本研究成果を活用し、
将来的に禁煙を望まないまたは禁煙できない喫煙者に対してシガレットから有害性を低減した製
品を提供することができれば、結果的に喫煙ならびに受動喫煙による健康影響の低減に貢献でき
ることが期待される。以上のように、公衆衛生の向上に資する新規たばこ有害性評価手法の開発
という研究課題の成果を纏めた本論文は、新規性、有用性並びに発展性があり、博士（薬学）の
学位論文として相応しいものと判断する。 
